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摘要 :戊型肝炎病毒衣壳蛋白重组抗原 HEV 239 能形成类病毒颗粒 ,具备演变成多价疫苗的载体的潜力 ,此文旨在
筛选、鉴定其内包含的 H22d 限制性 Th 表位。以 50μg HEV 239 蛋白与完全弗式佐剂混合后皮下免疫 BALB/ c 鼠 ,
以覆盖 HEV 239 蛋白全长的 15 氨基酸肽库体外刺激其脾细胞 ,用 IFN2γ2EL ISPO T 方法检测其细胞免疫应答 ,并
通过磁珠剔除脾细胞中 CD4 + T 细胞或 CD8 + T 细胞以分析筛选得到的 T 细胞表位的特性。结果显示 : HEV 239
中包含优势的 T 细胞表位 P34 ( HEV PORF2 AA533 ～ AA547 , HSKTF FVL PL RGKLS) 及数个较弱的 T 细胞表
位 ,P34 对 HEV 239 免疫的 BALB / c 鼠脾细胞的刺激效果与 HEV 239 蛋白相当 ,剔除实验表明该表位为 CD4 + T
细胞表位 ,即 Th 表位。
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　　戊型肝炎 (简称戊肝)是一种经肠道传播的急性
肝炎 ,其病原体为戊型肝炎病毒 ( hepatitis E virus ,
HEV) 。HEV 含 3 个开放读码框架 ( ORF) ,其中
PORF2 编码含 660 个氨基酸的多肽 ,为病毒主要结
构蛋白 ,组成病毒衣壳。本室以大肠杆菌表达戊型
肝炎病毒 PORF2 第 368～606aa ( HEV 239) ,发现
其能够形成类病毒颗粒 (VL P) ,作为疫苗不仅可以
诱导良好的保护性抗体 ,而且能诱导出特异性细胞
免疫应答[1 , 2 ] 。
由于 VL P 疫苗通常易于被抗原呈递细胞
(APC) 吞噬呈递 ,从而诱导较强的免疫应答。以
VL P 蛋白做为肽表位疫苗的载体 ,可以明显提高表
位肽的免疫原性 ,从而显现出广阔的应用前景[3 , 4 ] 。
CD4 + T 辅助细胞 ( Th) 的功能与抗体产生密切相
关[5 ] 。目前对于 HEV 239 蛋白的结构特征、免疫学
特性、表位分布已积累了一些数据[6 ,7 ] ,在此基础
上 ,进一步明确其 Th 表位对于开发该疫苗载体具
有重要的意义。此文从覆盖 HEV 239 蛋白全长的
15 氨基酸 (15aa)肽库中筛选到 HEV 239 蛋白的 H2
2d 限制性 Th 表位 ,为该疫苗的深入研究奠定了理
论和实验基础。
材料与方法
1 　实验动物 　无特殊病原体 (SPF)级 BALB/ c 小鼠 ,雌性 ,6
～8 周龄 ,由本校实验动物中心提供。
2 　多肽的合成及肽库构建 　合成覆盖 HEV 239 蛋白全长
的 15 氨基酸肽库 (西安美联公司 ,70 %纯度) ,相邻肽相互重
叠 10 个氨基酸 ,共 46 条肽。各肽按照其顺序被命名为 P1
～P46 ,以 DMSO 溶解多肽配置浓度为 10mg/ mL 的储存液 ,
其中每 7 条肽混合在一起组成子肽库 ,共组成 14 个子肽库
(表 1) 。
表 1 　肽库的组成
Table 1 　The construction of peptide libraries
Libraries H I J K L M N
A P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
B P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14
C P15 P16 P17 P18 P19 P20 P21
D P22 P23 P24 P25 P26 P27 P28
E P29 P30 P31 P32 P33 P34 P35
F P36 P37 P38 P39 P40 P41 P42
G P43 P44 P45 P46
3 　疫苗及免疫 　将纯化的 HEV 239 蛋白 (北京万泰生物药
业有限公司提供)与等体积完全弗氏佐剂 (CFA ,Sigma 公司)
混合 ,制备成 015mg/ mL 浓度的疫苗 (2392CFA) ,以 100μl/
鼠的剂量腹股沟以及颈部皮下免疫小鼠 ,两周后加强一次 ,
加强后第 10d 取小鼠脾脏 ,分离脾细胞检测。以生理盐水与
CFA 混合的疫苗 (NS2CFA)作为阴性对照疫苗。
4 　小鼠脾脏细胞分离 　取免疫后小鼠脾脏 ,2ml 注射器研
磨 ,200 目筛网过滤 ,5 %PBS (磷酸缓冲液) 洗涤后离心 ,3ml
红细胞裂解液室温处理 3min ,加入 50ml PBS ,离心 , PBS 洗
涤后将脾细胞重悬于 10 %1640 (含 10 %胎牛血清、1 %非必
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需氨基酸、50μmol/ L β - 巯基乙醇、2mmol/ L 谷氨酰胺、1
mmol/ L 丙酮酸钠、10 mmol/ L Hepes、100U/ mL 青霉素钠、
100U/ ml 硫酸链霉素) ,细胞浓度调整为 1 ×107/ mL 。
5 　IFN2γ2ELISPOT 检测 　按照试剂盒 (BDTM EL ISPO T
SET) 说明书进行。简言之 : ( 1) 以抗 - 鼠 IFN - γ抗体
100μl/ 孔 (5μg/ mL)包被 EL ISPO T 96 孔板。(2) 4 ℃孵育 12h
后 ,各孔以含 10 % FBS的 1640 培养液室温封闭 2h ; (3)每孔
接种小鼠脾细胞 1 ×106 个/ 200μL ,刺激抗原分别采用
10μg/ mL HEV 239 蛋白 ,A～ G肽库 (其中每种肽的终浓度
为 5μg/ mL) ,10μg/ mL 单独肽或 10μg/ mL BSA ,每个样品作
3 个复孔。阳性或阴性对照孔则分别加入 2μg/ mL ConA 或
单纯培养液。37 ℃静置培养 24 h ; (4) 各孔洗涤后加入生物
素化抗鼠 IFN -γ抗体 ,100μl/ 孔 (215μg/ mL) ,室温反应 2h ;
(5)各孔洗涤后加入链霉亲合素 - HRP ,100μl/ 孔 (5μg/ mL) ,
室温反应 2h ; (6) 洗涤后加入 HRP 底物 AEC ,避光显色 ,以
水冲洗终止晾干 ; ( 7 ) 以 ImmunoSpot ( Cellular Technolgy
Ltd1公司) 进行计数和数据处理。以斑点数/ 106 脾细胞
(Spots/ 106 spleen cells) 为单位 ,阴性孔 < 10 Spots/ 106 脾细
胞 ,实验孔大于 2 倍阴性孔斑点数者为阳性。
6 　剔除脾细胞中 CD4 + T细胞或 CD8 + T细胞以及流式细
胞仪鉴定 　参照 Miltenyi 公司操作手册 ,取 107 新鲜分离的
小鼠脾细胞 ,洗涤后重悬于 90μl staining buffer 中 ,加入 10μl
与抗鼠 CD4 或抗鼠 CD8 抗体连接的磁珠 ,通过磁场分离 ,得
到剔除 CD4 + T 细胞或 CD8 + T 细胞的小鼠脾细胞 ,重悬 ,
计数 ,调整细胞浓度为 1 ×107/ mL 。取 106 细胞 ,重悬于
100μl PBS ,加入 215μg / mL PE - Cy5 anti - mouse CD3e (BD
Pharmingen) 和 215μg / mL PE - anti - mouse CD8 ( BD
Pharmin - gen ) ,4 ℃孵育 15min , PBS 洗 2 遍 ,重悬于 1ml
PBS ,以流式细胞仪 (Coulter Epics XL 购自 Beckman Coulter
公司)检测相应的剔除效率。
结　　果
1 　HEV 239 的 H22d 限制性 T细胞表位的初步筛选
用覆盖 HEV 239 蛋白全长的 15aa 肽库 (相邻
肽段重叠 10aa) 做为 IFN2γ2EL ISPO T 实验中的刺
激剂初步筛选 HEV 239 蛋白的 T 细胞表位。为简
化筛选 ,将相邻的 7 条肽组成子肽库 A - N (表 1) ,
分别刺激 2392CFA 及 NS2CFA 免疫后的 BALB/ c
小鼠脾细胞。以 IFN2γ2EL ISPO T 检测其细胞免疫
应答 ,结果表明 2392CFA 免疫鼠对肽库 E、M 反应
强烈 ,每 106 个脾细胞中的斑点数超过 300 个 ;对肽
库 A、B、F、H、I、K、N 有中等强度的反应 (50 ～ 150
Spots/ 106 脾细胞) ;对肽库 C、D、G、J 、L 几乎无反应
( < 20 Spots / 106 脾细胞) (图 1) 。肽库 E、M 中
共 有的肽为 P34 ( PORF2 aa533 ～ 547 , HSKTF
FVL PL R GKL S) ,推测该肽可能包含 HEV 239 蛋
白的优势 H22d 限制性 T 细胞表位 ,而肽库 C、D、G、
J 、L 包含的 26 个肽中不含有明显的 HEV 239 的 H2
2d 限制性 T 细胞表位 ,故将该 26 条肽排除在进一
步筛选的范围之外。
图 1 　不同肽库刺激 HEV 239 免疫小鼠脾细胞的 IFN2γ2EL ISPOT分析
Figure 1 　IFN2γ2EL ISPO T assay to determine the reactivity of HEV 239
immunized mice spleen cells to different peptide libraries
2 　用单独肽进一步筛选 HEV 239 的 H22d 限制性 T
细胞表位
将 P34 肽以及其余 19 条肽单独做为刺激原分
别刺激免疫鼠脾细胞 ,进行 IFN2γ2EL ISPO T 检测。
结果表明 ,P34 的刺激效果最好 (413 Spots/ 106 脾细
胞) ,与完整 HEV 239 蛋白相当 ,为 HEV 239 的优
势 H22d 限制性 T 细胞表位 ; P35 的刺激效果较好
(7615 Spots/ 106 脾细胞) ; P6、P7、P42 亦能刺激产
生弱反应 (图 2) 。
3 　P34 表位的 CD4 +或 CD8 +特异性分析
首先以流式细胞仪检测通过磁珠剔除 CD4 + 或
CD8 + T 细胞的效果。以 CD3 +细胞 (约占活细胞总
数的 30 %)设“门”,分析细胞剔除前后相应细胞所
占 CD3 +细胞的百分比。图 3 显示剔除 CD4 + T 细
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胞前 ,CD4 + T 细胞约占 CD3 + 细胞的 6512 % ,经磁
珠剔除后 ,降至 115 % ; 剔除 CD8 + T 细胞前后 ,
CD8 + T 细胞占 CD3 + 细胞的比例分别为 2718 %和
011 %。CD4 + 及 CD8 + T 细胞的剔除率分别为
9717 %和 9916 %。
图 2 　不同肽段刺激 HEV 239 免疫小鼠脾细胞的 IFN2γ2EL ISPO T 分析
Figure 2 　IFN2γ2EL ISPO T assay to determine the reactivity of HEV 239
immunized mice spleen cells to single peptide
图 3 　磁珠剔除鼠脾细胞中 CD4 + 或 CD8 + T细胞的效果
Figure 3 　The effect of CD4 + or CD8 + T cell
depletion by magnetic beads
　　以 10μg/ mL P34 分别刺激免疫鼠的脾细胞
(CD4 + CD8 + ) 、去除 CD4 + T 细胞的脾细胞 ( CD4 -
CD8 + ) 以及去除 CD8 + T 细胞的脾细胞 ( CD4 +
CD8 - ) ,进行 IFN2γ2EL ISPO T 检测。结果显示 ,当
CD8 +细胞被剔除之后 ,脾细胞对 P34 的反应没有
发生明显变化 ;而当 CD4 +细胞被剔除之后 ,脾细胞
对 P34 的反应显著下降 ,说明 P34 表位为 CD4 + T
细胞表位 ( Th 表位) (图 4) 。以 10μg/ mL P2 肽作为
阴性对照 ,结果均显示为阴性。
图 4 　磁珠去除 CD4 + 或 CD8 + 细胞后的鼠脾
细胞对 P34 肽刺激的 EL ISPO T 分析
Figure 4 　Depletion of CD4 + or CD8 + T cells to identify
the characteristics of P34 T epitope
讨　　论
蛋白的 Th 表位与抗体形成密切相关 ,因此筛
选鉴定蛋白质的 Th 表位是疫苗研究的关键问题之
一[9 ] 。BALB/ c 小鼠 ( H22d) 是疫苗研究、单克隆抗
体研制中的常用动物模型 ,此研究中以覆盖 HEV
239 蛋白全长的 15AA 肽库 ,筛选其中 H22d 限制型
T 细胞表位。结果发现肽段 P34 能够在体外有效刺
激 HEV 239 免疫的 BALB/ c 小鼠脾细胞分泌 IFN
-γ,是优势 H22d 限制性 T 细胞表位 ,通过磁珠去
除鼠脾细胞中 CD4 + 或 CD8 + T 细胞证实 ,该表位






Core 蛋白颗粒[3 ,4 ] ,流感病毒的 Virosome[10 ]等等 ,
均能有效呈递外源短肽 ,有很好的应用前景。目前
HEV 239 疫苗的Ⅰ、Ⅱ期临床研究 ,显示了优秀的安全
性和免疫原性。该蛋白包含 HEV PORF2 的 368～
606aa ,自发组装成 23nm 直径的类病毒颗粒[6 ] 。我们
已发现 HEV 239 上对应于 PORF2 368～394aa 的区
域与颗粒形成有关 ,597～602aa 的疏水区与二聚体形
成和中和表位构象有关[6 ]。此研究表明 533～547aa
为优势 H22d 限制性 T 细胞表位。避开这些关键位
点 ,寻找合适的外源短肽插入位点 ,有可能将 HEV
239 发展成为一个新的高效的颗粒疫苗载体。另
外 ,P34 肽表位 ( HSKTF FVL PL R GKL S) 作为高效
Th 表位 ,也可以作为一个有效的功能结构单位 ,与
其它强 Th 表位、Tc 表位、B 细胞表位等组合在一
起 ,在多种肽表位疫苗的研制中发挥作用。
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Identif ication of H22d Restricted Th Epitope in Hepatitis E Virus Particulate
Vaccine HEV 239
WU Xiao2lu , WU Ting , OU Shan2hai , L IN Chun2xin , CHEN G Tong ,
L I Shao2wei , ZHAN G J un , XIA Ning2shao
( National Instit ute of Diagnostics and V accine Development in Inf ectious Diseases , Xiamen U niversity , Xiamen 361005 , China)
Abstract :Recombinant particulate hepatitis E virus ( HEV) vaccine HEV 239 is a potential candidate of poly2va2
lent vaccine vector1 In this paper , a dominant H22d rest ricted Th epitope in HEV 239 was identified1 Groups of
BALB/ c mice were subcutaneously (s1c1) immunized twice by 50μg HEV 239 protein mixed with complete Fre2
und’s adjuvant (2392CFA) 1 A peptide library covering the whole HEV 239 protein , containing 46 peptides with
10 amino acids overlapping , was synthesized and used to stimulate the spleen cells separated from the immunized
mice in vit ro1 IFN2γ2EL ISPO T assay results showed that P34 ( HEV PORF2 533 - 547aa , HSKTF FVL PL
R GKL S) could stimulate the spleen cells to produce 413 spots/ million spleen cells which was similar to HEV 239
protein1 Thus , the peptide P34 was identified as a dominant H22d rest ricted T cell epitope1 After depletion of
the CD4 + T cells in the immunized spleen cells by magnetic bead separation , the IFN2γspots/ million spleen cells
decreased to the background level while almost no influence was observed after CD8 + T cell depletion1 This re2
sult showed that P34 was a H22d rest ricted Th epitope1
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